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EKA SYAFRIZAL. O 111 10 256. Kualitas Semen Beku Kerbau Toraya Setelah 
Thawing Dengan Penambahan Kafein di UPTD-IB Desa Pucak, Kecamatan 




 Penelitian dengan metode eksperimental ini bertujuan untuk mengetahui 
pengaruh penambahan kafein terhadap kualitas semen kerbau Toraya pasca thawing. 
Penelitian dilakukan mulai bulan Juli sampai Agustus 2014. Semen segar diencerkan 
menggunakan pengencer andromed yang ditambahkan kafein pada 3 konsentrasi 
berbeda yaitu S-I = andromed; S-II = andromed + 1 gram kafein; dan S-III = andromed 
+ 2 gram kafein. Kemudian semen diperiksa secara mikroskopik untuk melihat 
motilitas, gerakan individu, dan persentase hidup spermatozoa. Pemeriksaan dilakukan 
sebelum dan sesudah thawing. Untuk menghitung motilitas dan gerakan individu 
spermatoza dilakukan dengan mikroskop. Sedangkan perhitungan persentase hidup 
menggunakan metode pewarnaan dengan eosin dimana spermatozoa yang mati akan 
menyerap warna merah dari eosin. Hasil menunjukkan semen yang ditambahkan kafein 
dapat mempertahankan motilitas dan meningkatkan gerakan individu spermatozoa pasca 
thawing tetapi mengurangi daya hidup. Kesimpulan dari penilitian ini yaitu penambahan 
kadar kafein yang baik antara 1 gram dan 2 gram adalah 1 gram (S-II). 
 
 


























EKA SYAFRIZAL. O 111 10 256. Quality of Toraya Buffalo Frozen Semen Post 
Thawing With Caffeine Addition at UPTD-IB Pucak Village, Tompobulu Sub-district, 
Maros Regency. Supervised by FIKA YULIZA PURBA and M.NURYADI. 
 
 
 An experiment study was conducted to determine the effect of caffeine addition 
to quality of toraya buffalo semen post thawing. Research done at July until August 
2014. The fresh semen diluted on andromed with caffeine addition in 3 different 
concentration (treat), which were S-I = andromed; S-II = andromed + 1 gram of 
caffeine; and S-III = andromed + 2 gram of caffeine. Then semen were examined by 
microscope to observe spermatozoa motility, individual moves, and percentage of life. 
Pre and post thawing were examined. In order to calculated motility and individual 
moves of spermatozoa was used a microscope. Meanwhile the percentage of life were 
calculated by coloring method with eosin where a died spermatozoa will absorbed a red 
colour from eosin. The result showed that semen with caffein addition is able to endured 
the spermatozoa motility and increase the individual moves despite it’s deduct the 
percentage of life. The conclusion from this research that the best amount for caffeine 
addition between 1 gram and 2 gram is 1 gram of caffeine (S-II). 
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1.1 Latar Belakang 
 
Kerbau adalah binatang memamah biak yang masih termasuk dalam 
suku Bovinae. Kerbau (Bubalus bubalis) adalah ternak ruminansia besar yang 
mempunyai potensi tinggi dalam penyediaan daging serta merupakan ternak asli 
daerah panas dan lembab khususnya daerah belahan utara tropika.  Tujuan 
pemeliharaan ternak kerbau adalah sebagai tenaga kerja, penghasil daging, dan 
susu.  Selama 8 tahun terakhir ini perkembangan ternak kerbau di Indonesia 
kurang memuaskan.  Populasi ternak kerbau yang ada di Indonesia saat ini 40% 
berada di Pulau Jawa dengan kepemilikan 2-3 ekor per peternak.  Salah satu 
faktor yang menyebabkan rendahnya populasi ternak kerbau adalah keterbatasan 
bibit unggul, rendahnya mutu pakan ternak, perkawinan silang dan kurangnya 
pengetahuan peternak dalam menangani produksi ternak tersebut. Kerbau 
dibedakan menjadi beberapa jenis yaitu kerbau rawa dan kerbau sungai, dan yang 
berkembang di Indonesia kebanyakan adalah kerbau rawa/lumpur (Tappa dkk., 
2006). 
Beberapa faktor penyebab kurangnya populasi kerbau di Indonesia 
yaitu adanya program pemeliharaan sapi, rendahnya tingkat reproduksi kerbau, 
dan teknik serta metode praktek peternakan di Indonesia yang tidak mendukung 
pengembangan ternak kerbau (Said dan Tappa, 2008). 
            Kerbau dapat dijadikan sebagai salah satu ternak potong yang dapat 
menghasilkan daging untuk memenuhi kebutuhan daging masyarakat. Oleh 
karena itu ternak kerbau yang ada di Indonesia perlu dilestarikan dan 
dikembangkan sesuai dengan kondisi wilayah masing-masing (Tappa, 2007). 
Kerbau telah berkembang sejak dulu dan telah tersebar di seluruh 
Indonesia termasuk Sulawesi Selatan. Kerbau yang berada di Indonesia 
didominasi oleh kerbau lumpur dengan jumlah populasi ±2 juta ekor dan kerbau 
perah terdapat 5 ribu ekor. Kerbau-kerbau tersebut dipelihara oleh peternak 
tradisional, dengan jumlah kepemilikan 2-3 ekor per peternak, sedangkan kerbau 
perah dipelihara atau digembalakan secara berkelompok pada areal sekitar para 
peternak tinggal. Walaupun demikian, pada beberapa tempat tertentu terdapat 
kepemilikan dalam jumlah besar sepeti di pulau Moa (Maluku), Sumba (NTT), 
dan Sumbawa (NTB) dimana jumlah kepemilikan kerbau per peternak dapat 
mencapai 100 ekor. Dengan majunya otonomi daerah dan adanya PERMENTAN 
tentang penetapan SDG (Sumber Daya Genetik) ternak lokal maka beberapa 
daerah mengklaim kerbau-kerbau lumpur yang ada di daerahnya untuk ditetapkan 
sebagai bangsa atau sub bangsa kebau di Indonesia karena kemampuan 
adaptasinya pada lingkungan tertentu yang cukup berbeda dengan kawasan kerbau 
lainnya di Indonesia seperti kerbau Sumbawa (NTB), dan kerbau Moa (Maluku) 
yang diusulkan oleh daerah masing-masing untuk ditetapkan sebagai rumpun 
kerbau yang adaptif pada kondisi daerah spesifik pada iklim mikro masing-
masing (Anonim, 2011a). 
Kerbau memiliki efisiensi reproduksi yang rendah disebabkan karena 
pubertas yang lambat, usia kebuntingan pertama yang lama, periode pospartum 





jelas, angka kebuntingan rendah, serta mempunyai sedikit folikel primordial 
(Tappa dkk., 2006). 
Salah satu di antara plasma nutfah hewani yang perlu dipertahankan 
eksistensinya adalah kerbau Toraya (belang), kerbau lumpur dengan warna kulit 
belang hitam dan putih. Habitat asli kerbau ini di Toraja Provinsi Sulawesi 
Selatan. Jumlah pemotongan kerbau Toraya (belang) mencapai 50-60 ekor per 
tahun, sedangkan kelahirannya hanya ±20 ekor per tahun akan berdampak 
semakin terkurasnya populasi kerbau Toraya. Oleh karena itu untuk mendukung 
nilai sosial dan budaya masyarakat etnis Toraja dapat dilakukan peningkatan 
populasi dan mutu genetik kerbau Toraya (belang) melalui bioteknologi 
reproduksi (Said dan Tappa, 2008). Saat ini semen kerbau Toraya sudah 
diproduksi dalam straw untuk kepentingan inseminasi buatan. Berbagai cara 
dilakukan untuk meningkatkan kualitas semen, salah satunya dengan 
menambahkan kafein di pengencernya. 
Kafein adalah senyawa alkaloid xantina berbentuk kristal yang bekerja 
sebagai obat perangsang psikoaktif dan diuretik ringan. Kafein juga mempunyai 
efek diuretik terhadap ginjal, merangsang otot lurik, dan digunakan untuk 
merangsang motilitas semen serta sistem kardiovaskuler (Maughan, 2003). 
Di Sulawesi Selatan terdapat Unit Pelaksana Teknis Dinas - Inseminasi 
Buatan (UPTD-IB) Dinas Peternakan dan Kesehatan Hewan Provinsi Sulawesi 
Selatan yang berada di Desa Pucak Kecamatan Tompobulu Kabupaten Maros 
yang menjadi produsen semen beku kerbau Toraya (belang). Semen beku kerbau 
Toraya ini digunakan oleh inseminator untuk melakukan Inseminasi Buatan 
supaya meningkatkan populasi kerbau Toraya melalui kelahiran hasil Inseminasi 
Buatan. Hal inilah yang mendorong peneliti untuk melakukan penelitian tentang 




1.2 Rumusan Masalah 
 
 Rumusan masalah dalam penelitian ini adalah bagaimana pengaruh 
penambahan kafein pada pengencer terhadap kualitas spermatozoa kerbau Toraya 
pasca thawing ? 
 
 
1.3 Tujuan Penelitian 
 
1.3.1 Tujuan Umum 
Untuk mengetahui pengaruh penambahan kafein terhadap kualitas 
semen kerbau Toraya pasca thawing. 
1.3.2 Tujuan Khusus 
a) Untuk mengetahui pengaruh kafein terhadap gerakan individu 
spermatozoa kerbau Toraya. 
b) Untuk mengetahui pengaruh kafein terhadap persentase hidup 







1.4 Manfaat Penelitian 
 
1.4.1 Manfaat Pengembangan Ilmu 
a) Sebagai bahan acuan untuk peneliti yang ingin meneliti lebih lanjut. 
b) Sebagai bahan pembelajaran terhadap penulis tentang ilmu reproduksi 
kerbau Toraya. 
1.4.2 Manfaat Aplikasi 
Dapat memberikan masukan kepada pihak UPTD-IB Dinas 
Peternakan dan Kesehatan Hewan Provinsi Sulawesi Selatan tentang 






 Hipotesis yang ditemukan dalam penelitian ini adalah kafein dapat 




1.6 Keaslian Penelitian 
 
 Penelitian serupa pernah dilakukan oleh Zubaeda Azis bertempat di 
UPTD-IB Pucak pada tahun 2007. Pada penelitian ini, Zubaeda Azis 
menggunakan tambahan kafein dengan konsentrasi yang berbeda (10 dan 20 mL) 
pada semen sapi Limousin pembawa kromosom Y. Berdasarkan penelitian 
Zubaeda Azis, diperoleh hasil bahwa penambahan kafein 10 dan 20 mL pada 
semen beku setelah thawing tidak efektif dalam mengurangi laju penurunan 
motilitas, tetapi dapat mempertahankan presentase hidup spermatozoa pembawa 
kromosom Y selama 2 jam pada suhu 37
o
C. Pada penelitian ini, peneliti 
menggunakan objek penelitian yang berbeda dari Zubaeda Azis yaitu 



















2. TINJAUAN PUSTAKA 
 
 
2.1 Taksonomi Kerbau 
 
 Berdasarkan keputusan Menteri Pertanian dengan nomor 
2845/Kpts/LB.430/8/2012 ditetapkan rumpun kerbau Toraya sebagai rumpun asli 
di Provinsi Sulawesi Selatan, dan telah dibudidayakan secara turun-menurun. 
Kerbau Toraya memiliki klasifikasi taksonomi sebagai berikut (Anonim, 2012). 
 Kingdom : Animalia 
 Filum : Chordata 
 Kelas : Mammalia 
 Ordo : Arthiodactyla 
 Genus : Bos 
 Sub Genus : Bubaline 
 Spesies : Bubalus bubalis 
 
 
2.2 Karakteristik Kerbau 
 
Kerbau adalah binatang memamah biak yang masih termasuk dalam sub 
keluarga bovinae.  Sampai sekarang ini klasifikasi kerbau masih belum pasti, 
sehingga beberapa otoritas mengelompokkan kerbau sebagai suatu spesies 
Bubalus bubalis dengan tiga subspesies yaitu kerbau sungai (B. bubalis bubalis) 
yang berasal dari Asia selatan, kerbau (B. bubalis carabanesis) atau kerbau rawa 
yang berasal dari Asia tenggara, dan Arni atau kerbau liar (B. bubalis arnee).  
Kerbau rawa yang  ditemukan di Asia tenggara memiliki 48 kromosom sedangkan  
kerbau sungai memiliki 50 kromosom (Anonim, 2011a). 
 
Gambar 1. Kerbau Toraya (Sumber: Anonim, 2011b). 
 
Tappa (2007) menyatakan bahwa berdasarkan tingkatan nilainya kerbau 
dibagi dalam tiga jenis yaitu : 
1. Kerbau hitam biasa harganya berkisar 10-20 juta. 





3. Kerbau Toraya/kerbau belang warnanya setengah albino yang sangat mahal 
harganya bisa mencapai 100 juta rupiah per ekor, memiliki badan yang besar 
dan kekar seperti banteng namun memiliki belang seperti sapi Frisian Holstein.  
Dari segi adat kebiasaan masyarakat Toraja, kerbau Toraya mempunyai 
kedudukan penting yang erat hubungannya dengan upacara adat, terutama sebagai 
kerbau potong persembahan kepada Sang Pencipta. Nilai ritual yang tinggi ada 
pada kerbau Toraya jantan sehingga memiliki harga jauh lebih tinggi. Harga 
kerbau Toraya Jantan yang dewasa dapat mencapai 1 miliar. Pada masyarakat 
Toraja kerbau dipotong secara ritual karena keyakinan bahwa kehidupan di 
akhirat merupakan cermin kehidupan di dunia. Selain itu pemotongan ini 
merupakan pengabdian seorang anak kepada orang tuanya. Dengan demikian 
mereka beranggapan bahwa semakin banyak kerbau Toraya yang dipotong pada 
upacara adat istiadat, semakin baik dan amanlah kehidupan orang yang meninggal 
dunia itu di alam akhirat. Semakin bagus kerbau yang dipotong semakin tinggi 
nilai ritualnya (Said dan Tappa, 2008). 
 
 
2.3 Keunggulan Kerbau Toraya 
 
Keunggulan-keunggulan yang dimiliki oleh Kerbau Toraya sebagai 
berikut: 
1. Sumber gen yang khas. Sebagai ternak lokal yang terisolasi dan telah 
berkembang ratusan generasi di Kabupaten Tana Toraja dan Toraja Utara, 
maka Kerbau Toraya mempunyai kemampuan adaptasi yang tinggi 
terhadap kondisi lingkungan setempat yang meliputi adaptasi iklim yang 
panas, adaptasi pakan, adaptasi penyakit, dan parasit lokal. Sebagai 
sumber gen yang khas, maka Kerbau Toraya dapat digunakan untuk 
perbaikan bangsa-bangsa kerbau lainnya melalui persilangan dan kawin 
suntik (Inseminasi Buatan). 
2. Sebagai penghasil daging. Kerbau Toraya telah dipelihara oleh masyarakat 
sebagai ternak penghasil daging. Konsumsi daging oleh masyarakat di 
Kabupaten Tana Toraja dan Toraja Utara merupakan suatu kelaziman. 
Konsumsi daging meningkat pada saat dilakukannya acara-acara adat 
syukuran (rambu luka) dan acara adat kematian (rambu solo). 
3. Sebagai ternak adat. Kerbau Toraya oleh masyarakat setempat telah 
digunakan sebagai ternak adat sejak jaman nenek moyang mereka. Sebagai 
ternak adat Kerbau Toraya berfungsi sebagai alat tukar. Selain itu, Kerbau 
Toraya juga digunakan sebagai salah satu pelengkap persyaratan adat 
syukuran atau kematian. 
4. Sebagai penghasil susu. Selain penghasil daging, susu kerbau juga telah 
dikonsumsi oleh masyarakat setempat dengan jumlah yang terbatas. 
Konsumsi susu dilakukan dalam bentuk olahan berupa dangke setelah 












Menurut  Garner  dan  Hafez  (2000),  semen  merupakan  cairan  suspensi  
sel yang  di  dalamnya  mengandung  spermatozoa  dan  sekresi  kelenjar  
assesorius  dari organ  kelamin  jantan.  Semen  terdiri  atas  dua  bagian  yaitu  
spermatozoa  dan plasma semen. 
 Spermatozoa sebagian besar terdiri dari deoxyribonucleoprotein, muco-
polysaccharidae, plasmalogen, protein yang menyerupai  kreatine, serta enzim 
dan koenzim. Plasma semen terdiri atas campuran sekresi dari epididimis, vas 
deferens, prostat, vesika seminalis dan kelenjar cowper. Plasma semen 




2.5 Penilaian Semen 
 
Penilaian semen baik secara makroskopik (volume, pH, warna, dan 
konsistensi) dan mikroskopik (motilitas, presentase hidup, dan konsentrasi) 
dilakukan setelah penampungan (Sarwono, 2006). 
a. Volume 
Semen adalah sekresi kelamin pejantan yang secara normal diejakulasikan 
ke dalam saluran betina sewaktu kopulasi, tetapi dapat pula ditampung 
untuk keperluan inseminasi buatan. Volume semen yang tertampung 
dapat langsung terbaca pada tabung penampungan semen yang berskala. 
Volume dapat juga digunakan dalam menentukan jumlah sperma per 
ejakulasi bila dikalikan dengan konsentrasi (Lestari, 2013). 
b. Derajat Keasaman (pH) 
Derajat keasaman dapat diukur dengan pH meter atau kertas lakmus. 
Derajat keasaman (pH) semen sapi jantan segar tergantung kepada 
proporsi beberapa cairan yang tergabung di dalam semen itu. Kebanyakan 
semen normal yang dikumpulkan, cenderung ke arah asam dari pH 
normal dengan variasi sekitar pH 6,5-6,9. Semen berkualitas baik, 
biasanya lebih ke asam (pH rendah) daripada semen dengan konsentrasi 
spermatozoa yang rendah (Lestari, 2013). 
c. Warna 
Warna semen yang dihasilkan yaitu warna krem keputih-putihan, jika 
berwarna hijau kekuning-kuningan artinya mengandung kuman 
Pseudomonas auriginosa, semen yang berwarna merah berarti 
mengandung darah dan semen yang berwarna coklat berarti semen 
tersebut mengandung darah yang telah membusuk (Gunawan dkk., 2006). 
d. Konsistensi dan Konsentrasi 
Semen dengan konsistensi krem mempunyai konsentrasi 1000 juta sampai 
2000 juta atau lebih sel spermatozoa per mL. Konsistensi seperti susu 
encer memiliki konsentrasi 500 juta sampai 600 juta sel spermatozoa per 
mL, semen cair yang berwarna atau hanya sedikit kekeruhan 
konsentrasinya sekitar 100 juta sel spermatozoa per mL dan yang jernih 







Motilitas merupakan gerakan individual progresif ke depan yang dinilai 
segera setelah penampungan dan dapat dijadikan sebagai ukuran 
kemampuan membuahi. Persentase motilitas merupakan perbandingan 
jumlah spermatozoa yang bergerak aktif dengan total jumlah spermatozoa 
yang teramati dalam beberapa pandangan. Pejantan yang fertil memiliki 
persentase motilitas 50-80%. Persentase motilitas dibawah 40% 
menunjukkan bahwa kualitas semen kurang baik dan sering berkaitan 
dengan infertilitas (Afiati dkk, 2013). 
f. Gerakan Massa 
Dalam menentukan semen, khususnya terhadap gerakan massa ditetapkan 
suatu kriteria sebagai berikut : 
 ++++  (4) : Gerakan massa sperma berupa gelombang awan tebal, 
gelap, dan berpindah-pindah sangat cepat. 
 +++ (3)  : Gerakan bergelombang cepat dan padat, membentuk 
pusaran-pusaran gelombang. 
 ++  (2)  : Gerakan bergelombang kecil, tipis, jarang, aktif ke 
depan. 
 + (1)  : Tidak terlihat gelombang, melainkan hanya gerakan 
individual aktif progresif. 
 0       : Tidak ada gerakan sperma maupun gerakan gelombang. 
Gerakan massa yang bernilai ++(2) hingga ++++(4) dapat diproses untuk 
perlakuan selanjutnya (Lestari, 2013). 
Gerakan individu sperma ditetapkan suatu kriteria sebagai berikut : 
0 : Tidak ada gerakan spermatozoa. 
 1 : Spermatoza progresif kurang dari 30%, gerakan lemah dan 
lambat (nilai jelek). 
 2 : Spermatozoa progresif antara 30%-50%, gerakan sedang 
(nilai sedang). 
 3 : Spermatozoa progresif antara 51%-70%, gerakan cepat 
(nilai baik). 
 4 : Spermatozoa progresif antara 71%-80%, gerakan sangat 
cepat (nilai sangat baik). 
 5 : Spermatozoa progresif diatas 80%, gerakan begitu cepat 
sehingga sulit untuk melihat individu spermatozoa (nilai 
sempurna) (Feradis, 2010). 
g. Persentase Hidup 
Penentuan presentase hidup sperma dapat dilakukan dengan persamaan 
diferensiasi dengan menggunakan zat warna eosin atau eosin negrosin. 
Perbedaan afinitas zat warna antara sel-sel sperma yang mati dan yang 
hidup dipergunakan untuk menghitung jumlah sperma yang hidup secara 
obyektif. Pada waktu semen segar dicampur dengan zat warna, sel-sel 
yang mati akan mengambil warna karena permeabilitas dinding sel 
meninggi sewaktu mati. Zat warna eosin akan mewarnai spermatozoa 
yang menjadi merah muda sedangkan sperma yang hidup tetap tidak 







2.6 Faktor-Faktor Yang Mempengaruhi Kualitas dan Kuantitas Semen 
 
a. Makanan 
Pemberian nutrisi pakan yang rendah menyebabkan penghambatan 
pertumbuhan pejantan muda atau penurunan berat badan hewan dewasa, 
maka terlihat atropi testes, penurunan jumlah spermatozoa prejakulat dan 
kehilangan libido. Pada hewan muda tingkatan makanan yang rendah 
menyebabkan kelambatan masa pubertas (Sarwono, 2006). 
Sarastina dkk.(2012) mengemukakan secara nyata terdapat 
hubungan antara berat testis dan berat badan, tetapi juga antara berat testis 
dan body condition score. Karena itu, nyatanya hubungan juga terdapat 
antara hari pengeluaran sperma, berat badan, dan body condition score. 
Bagaimanapun jika sangat kekurangan makanan dapat berpengaruh 
terhadap kuantitas produksi sel sperma dan hal itu tidak dilihat untuk 
memodifikasi kualitas semen yang diejakulasi. 
b. Suhu dan Musim 
Suhu lingkungan yang terlampau rendah atau terlampau tinggi 
dapat mempengaruhi reproduksi hewan jantan. Fungsi termoregulasi 
skrotum dapat terganggu dengan akibat buruk terhadap spermatogenesis. 
Peninggian suhu udara karena kelembaban yang tinggi dapat 
menyebabkan kegagalan pembentukan dan penurunan produksi 
spermatozoa. Secara umum volume ejakulat, gerak awal, konsentrasi 
spermatozoa dan proporsi spermatozoa dipengaruhi oleh musim (Feradis, 
2010). 
c. Penyakit dan Pengangkutan 
Penyakit umum maupun lokal, kronik atau akut, menular atau tidak 
menular dapat mempengaruhi produksi, kualitas dan kuantitas semen 
secara langsung maupun tidak langsung. Abses akut dapat menyebabkan 
degenerasi sperma, peninggian suhu badan dapat menyebabkan hilangnya 
kepala sperma. Pengangkutan sperma yang jauh di bawah kondisi buruk 
seperti kepanasan atau kedinginan yang berlebihan dan kelemahan fisik 
dapat menurunkan kualitas semen dan fertilitas hewan jantan (Toelihere, 
2006). 
d. Umur 
Spermatogenesis dimulai sewaktu hewan mencapai masa pubertas 
yaitu pada umur 11-15 bulan pada sapi dan kerbau. Walaupun perkawinan 
yang fertil dapat terjadi pada waktu pubertas, testis terus berkembang dan 
menghasilkan lebih banyak sperma. Spermatogenesis secara normal akan 
terus berkembang selama hidup hewan dimana mulai terjadi atropi dari 




2.7 Pengolahan Semen 
 
a. Pengenceran 
Pengencer diberikan pada semen segar dengan tujuan setiap satuan 





cukup banyak spermatozoa untuk memberikan fertilitas yang tinggi tanpa 
membuang spermatozoa yang berlebihan (Toelihere, 1993). 
Beberapa syarat penting yang harus dimiliki pengencer menurut 
Feradis (2010) yaitu pengencer berfungsi  memperbanyak volume semen, 
menyediakan zat nutrisi dan melindungi spermatozoa. Disamping itu 
syarat lain yang harus dimiliki setiap pengencer adalah murah, sederhana, 
praktis dibuat tetapi daya preservasi tinggi, mengandung unsur-unsur yang 
sifat fisik dan kimiawinya hampir sama dengan semen dan tidak bersifat 




Kriopreservasi adalah teknik penyimpanan materi genetik dalam 
keadaan beku pada temperatur rendah atau suatu teknik penyimpanan sel 
hewan, tumbuhan dan materi genetika lainnya (termasuk semen dan oosit) 
dalam keadaan beku melalui reduksi aktivitas metabolisme tanpa 
mempengaruhi organel-organel di dalam sel, fungsi fisiologi, biologi, dan 
morfologi (Tappa dkk., 2006). 
Tujuan utama dari teknik ini adalah untuk menyimpan, memelihara, 
dan menjamin kelangsungan hidup suatu materi genetik. Hal ini berarti 
bahwa penyimpanan sel gamet (plasma germinal) dengan menggunakan 
teknik kriopreservasi diharapkan dapat mempertahankan daya hidupnya 
dan fungsi sel gamet baik secara imunologis, biologis dan fisiologis 
(Lestari, 2013). 
Beberapa prinsip penting yang perlu diperhatikan dalam 
menggunakan teknik kriopreservasi, yaitu:  
 Apabila terjadi dehidrasi (pengeluaran air dalam sel) akan terjadi 
kekeringan yang menyebabkan kerusakan pada sel. 
 Apabila tidak terjadi dehidrasi akan terbentuk kristal-kristal es yang 
dapat merusak sel, jaringan dan materi genetik ternak lainnya.  
Dengan demikian perlu diperhatikan proses pemindahan air pada 
dehidrasi sebelum deep freezing maupun rehidrasi setelah thawing (Azis, 
2007). 
Penyimpanan sel gamet dengan teknik kriopreservasi memiliki 
keuntungan dan kerugian. Adapun keuntungannya adalah dapat disimpan 
dalam waktu tidak terbatas, media tempat penyimpanan (container) tetap 
terisi N2 cair, dapat dikoleksi setiap saat, dapat digunakan kapan saja bila 
dibutuhkan, untuk melestarikan plasma nutfah dan tidak perlu mengimpor 
dan dapat memelihara ternak yang memiliki genetik tunggal. Sedangkan 
kerugiannya adalah biaya operasional sangat mahal, memiliki kemampuan 
yang tinggi, sel gamet yang dihasilkan berkualitas baik dan layak disimpan 
dalam keadaan beku (Feradis, 2010). 
Berdasarkan kejadiannya secara fisik, teknik kriopreservasi dapat 
dibedakan menjadi dua metode yaitu metode konvensional dan vitrifikasi. 
Metode konvensional merupakan pembawa materi genetik ternak (sel 
gamet) yang disimpan pada suhu dibawah 0
o
C dan disertai pembentukan 
kristal-kristal es. Pembentukan kristal-kristal es dimulai pada bagian 





kekeringan yang sangat besar dan kerusakan organel-organel intraseluler 
seperti mitokondria, lisosom dan sebaliknya. Teknik vitrifikasi adalah 
proses fisik berupa pemadatan medium krioprotektan berkonsentrasi tinggi 
selama pendinginan tanpa disertai pembentukan kristal-kristal es. Dalam 
keadaan padat distribusi ion-ion dan molekul tetap seperti dalam fase cair 
(Sarastina dkk., 2012). 
Medium yang digunakan memiliki tiga sifat umum, yaitu larutan 
yang  mengandung krioprotektan intraseluler dengan konsentrasi tinggi, 
larutan yang membutuhkan garam-garam fisiologis dan mengandung 
makromolekul untuk meningkatkan kemampuan larutan dan proses 
supercooling. Teknik ini memiliki kelebihan yaitu sederhana, dapat 
diandalkan, relatif mudah untuk diaplikasikan dilapangan dan tidak 





 Kafein dengan nama kimia 1, 3, 7-trimetil-3-7-dihidropurin (C8H10N4O2), 
(Gambar 1) memiliki bentuk seperti bubuk, tidak berbau, dapat larut dalam air dan 
alkohol, yang diperoleh dari kopi, teh, guarana, dan kacang mente. Pada mamalia 
kafein dapat merangsang sistem saraf pusat khususnya serebrum. Kafein juga 
mempunyai efek diuretik terhadap ginjal, merangsang otot lurik, dan digunakan 
untuk merangsang motilitas semen serta sistem kardiovaskuler (Setiabudy, 2005). 
 
Gambar 2. Rumus Kimia Kafein (Sumber: Anonim, 2013). 
 
 Pada beberapa penelitian yang lain melaporkan bahwa kafein juga mampu 
mempengaruhi motilitas pada spermatozoa, seperti yang terdapat pada testes, 
dikarenakan kafein dapat bertindak sebagai penghambat siklus nukleutida 
phospodiestrase. Oleh karena itu kafein mempengaruhi level intraseluler dari 
siklus cAMP yang terlibat dalam motilitas spermatozoa pejantan yang 
diobservasi. Namun pemberian senyawa dalam konsentrasi yang tinggi akan 
berpengaruh negatif terhadap motilitas sperma (Bealer dan Weinberg, 2010). Hal 
ini didukung oleh Setiabudy (2005) yang menyatakan bahwa kafein menghambat 
nukleotida phospodiestrase yang bertanggung jawab atas penurunan cAMP. Oleh 
sebab itu pemberian kafein menyebabkan peningkatan konsentrasi cAMP 
intraseluler. Peningkatan motilitas sperma sapi dengan pemberian kafein 
berhubungan erat dengan peningkatan kadar cAMP. 
 Berbagai substansi seperti serum, cairan peritoneal, cairan folikel atau 
substansi farmakologi seperti progesterone, adenosin, dan methilxanthin telah 





metilxanthin yang dapat meningkatkan motilitas spermatozoa adalah kafein. 
Kafein yang terikat pada spermatozoa, muncul untuk merangsang tingginya 
kalsium antara sel, pH, dan cAMP. Peningkatan cAMP pada membran sel akan 
diikuti dengan peningkatan metabolisme yang memicu peningkatan motilitas. 
Sedangkan secara alamiah kadar cAMP relatif rendah oleh aktifitas nukleotida 
phospodiestrase yang menghancurkan cAMP sehingga perlu ditambahkan kafein 
atau senyawa metilxhantin lainnya yang menekan aktifitas nukleotida 
phospodiestrase sehingga cAMP mengalami peningkatan (Bealer dan Weinberg, 
2010). 
 Azis (2007) menyatakan bahwa penambahan kafein pada level 10 mM/mL 
dapat meningkatkan motilitas spermatozoa sapi Limousin dibanding kafein pada 
level 20 mM/mL dan kontrol pada semen pra pembekuan. Menurut Setiabudy 
(2005) bahwa motilitas spermatozoa kambing Boer selama enam hari 
penyimpanan yang diberikan level kafein 2 mM/mL terlihat lebih tinggi 
dibandingkan level 3 dan 4 mM/mL. Kafein juga dapat ditambahkan kedalam 





































3. MATERI DAN METODE 
 
 
3.1 Waktu dan Tempat Penelitian 
 
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli sampai Agustus 2014 di Unit 
Pelaksana Teknis Dinas-Inseminasi Buatan (UPTD-IB) Dinas Peternakan dan 
Kesehatan Hewan Provinsi Sulawesi Selatan di Desa Pucak Kecamatan 







Bahan-bahan yang digunakan adalah semen kerbau Toraya, alkohol, 





Alat-alat yang digunakan adalah vagina buatan, tabung reaksi, gelas ukur, 
pipet volume, pipet tetes, fotometer, objek glass, deck glass, mikroskop, spoit, 
kontainer lengkap, water bath, filling shilling, tabung erlenmeyer, striver, straw 
printing, dan kertas saring. 
 
 
3.3 Jenis Penelitian 
 
Penelitian ini dilakukan secara eksperimental dengan menggunakan semen 
kerbau Toraya. Pengamatan dilakukan dengan membandingkan semen yang 
ditambahkan kafein pada pengencer dan tanpa kafein pada pengencer. Pengujian 





Sampel yang digunakan adalah semen 1 ekor kerbau Toraya di UPTD-IB. 





3.5 Prosedur Penelitian 
 







1. Penampungan Semen 
Tahap ini diawali dengan penampungan semen dengan menggunakan 
vagina buatan, kemudian semen yang diperoleh dilakukan uji 
makroskopik (warna, pH, volume, dan konsistensi) dan uji mikroskopik 
(gerakan massa, gerakan individu, dan konsentrasi sperma). 
2. Menentukan Jumlah Pengencer Andromed 
Pengencer utama yang digunakan adalah andromed. Andromed 
diencerkan dengan aquabidest dengan perbandingan 1:4. Banyaknya 
andromed yang digunakan diketahui dengan menggunakan alat 
fotometer. Dengan volume semen sebanyak 5 mL maka pengencer 
andromed yang digunakan sebanyak 30 mL (6 mL andromed/1 mL 
semen). 
3. Penambahan Kafein Pada Pengencer 
Semen yang telah diperiksa secara makroskopik dan mikroskopik  
dipisahkan menjadi 3 bagian, yaitu: semen 1 (S-I) sebanyak 3 mL 
sebagai kontrol ditambahkan andromed sebanyak 18 mL (tanpa kafein); 
semen 2 (S-II) sebanyak 1 mL yang ditambahkan andromed 6 mL dan 
kafein 1 gram; dan semen 3 (S-III) sebanyak 1 mL yang ditambahkan 
andromed sebanyak 6 mL dan kafein 2 gram. Setelah itu dilakukan 
pemeriksaan secara mikroskopik dan dimasukkan ke dalam straw untuk 
diproses lebih lanjut. 
4. Pengisian Semen dan Ekuilibrasi 
Semen yang telah diencerkan diisi ke dalam straw dan diekuilibrasi 
pada suhu 4-5
o
C kemudian dimasukkan ke dalam freezer selama 30 
menit pada suhu 0
o
C. Setelah itu dimasukkan ke dalam goblet dan 
diletakkan pada bagian leher kontainer selama 10 menit pada suhu -
70
o




5. Pemeriksaan Setelah Thawing 
Straw yang sudah dibekukan kemudian dikeluarkan dari kontainer, lalu 
dilakukan thawing selama ± 1 menit. Setelah itu, straw digunting pada 
bagian ujung atas dan bawah untuk mengeluarkan semen dan 
diletakkan pada object glass dan dilakukan pemeriksaan secara 
mikroskopis. 
6. Parameter yang Diukur 
Parameter yang diukur pada semen segar yaitu: volume semen, warna, 
konsistensi, konsentrasi, pH, daya tahan hidup, motilitas, dan gerakan 
massa. Parameter yang diukur setelah pembekuan yatiu motilitas, 
gerakan individu dan persentase hidup spermatozoa. Persentase hidup 
dihitung dengan menggunakan rumus sebagai berikut. 
 
 
Prosedur penelitian yang dilakukan secara ringkas dapat dilihat pada 
alur penelitian di bawah ini. 
 
Persentase Hidup =  Jumlah Spermatozoa Hidup   x 100% 

























Gambar 3. Alur Penelitian (Sumber: Ilustrasi Pribadi) 
 
 
3.6 Analisis Data 
 
Analisis data dilakukan dengan menggunakan tabel dan penyajian data 
disajikan dengan cara deskriptif (menjelaskan sejumlah variabel yang berkenaan 






















Penilaian Kualitas Semen (Makroskopik dan Mikroskopik) 
Penambahan pengencer adromed dan kafein 
pada semen 
Pemeriksaan Mikroskopik 
Pembekuan dalam kontainer berisi N2 cair 
Pemeriksaan Setelah Thawing (Motilitas, 





4. HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
 
4.1 Pemeriksaan Semen Segar 
 
Kualitas semen segar pada penelitian ini merupakan parameter penunjang 
yang diamati selain paramater utama. Pemeriksaan atau evaluasi meliputi keadaan 
umum dari contoh semen yaitu warna, pH, konsentrasi, konsistensi, motilitas 
individu, dan motilitas massa. Pemeriksaan semen segar bertujuan untuk 
mengetahui apakah semen tersebut memenuhi syarat untuk diproses selanjutnya. 
Semen segar diberikan label S-I. Hasil pengamatan sampel semen segar kerbau 
Toraya dapat dilihat pada tabel 1. 
 
Tabel 1. Hasil Pengamatan Semen Segar 






















4.1.1. Volume Semen 
Volume semen dihitung dengan cara melihat skala yang ada pada tabung 
vagina buatan. Volume semen yang diejakulasikan dan tertampung di tabung 
vagina buatan adalah 5 mL. Menurut Situmorang dan Sitepu (1991) volume 
semen kerbau per ejakulat umumnya lebih rendah dari sapi. Rata-rata volume 
ejakulat kerbau adalah 0,5 sampai 2,5 mL dengan rataan 1,3 mL dan 2.38 mL. 
Afiati et al (2013) menyatakan bahwa volume semen dapat dipengaruhi oleh 
bangsa, umur, ukuran badan, tingkatan makanan, frekuensi penampungan dan 
faktor lain. Seperti pada sapi, ejakulat kedua pada kerbau lebih baik daripada 
ejakulat pertama. Walaupun volume dan konsentrasi sperma pada ejakulat kedua 
lebih rendah, tetapi motilitas sperma pada ejakulat kedua lebih tinggi daripada 
ejakulat pertama (Toelihere, 1981). 
 
4.1.2. Warna Semen 
Dari hasil pengamatan semen kerbau berwarna krem. Menurut Dhami dan 
Sahni (1994) semen kerbau berwarna krem, krem keputihan atau putih susu 
dengan konsentrasi agak kental. Partodihardjo (1987) menyatakan bahwa 
adakalanya semen berwarna kream tua sampai kuning. Hal ini disebabkan oleh 
banyaknya kandungan pigmen riboflavin. Hal ini menandakan bahwa warna 






Gambar 4. Semen Segar Berwarna Krem (Sumber: Dokumentasi Pribadi) 
 
4.1.3. pH Semen 
Pemeriksaan pH semen segar kerbau Toraya menggunakan kertas pH 
indikator dan hasil pemeriksaan pH semen segar adalah 6. Menurut Yusuf (1979) 
semen kerbau bersifat agak basa dengan pH 6,8. Jadi pH semen kerbau 
menampakkan pH normal pada kerbau. 
 
4.1.4. Konsistensi dan Konsentrasi 
Hasil pengamatan konsistensi dari semen segar kerbau adalah sedang dan 
nilai konsentrasinya adalah 993 x 10
6
/mL. Menurut Dhami dan Sahni (1994) 
konsistensi sperma tergantung pada konsentrasi sperma yang terkandung di 
dalamnya. Konsentrasi sperma kerbau relatif lebih rendah daripada sapi. 
Konsentrasi semen kerbau di Mesir dilaporkan 1.098 juta per mL, di Filipina 
1.000 juta per mL dan di India dilaporkan berkisar antara 788,6 juta per mL 
sampai 974,43 juta per mL. Sedangkan menurut Toelihere (1981) konsentrasi 
kerbau lumpur di Indonesia berkisar antara 200 sampai 1.000 juta per mL dengan 
rata-rata 600 juta per mL. 
 
4.1.5. Motilitas 
Hasil pengamatan motilitas spermatozoa dari semen segar adalah 50%. 
Pengujian motilitas spermatozoa merupakan satu parameter penting yang dapat 
dijadikan dasar informasi tentang kemampuan fertilisasi spermatozoa. Semakin 
tinggi persentase motilitas berarti semakin baik kemampuan fertilisasinya. 
Menurut Toelihere (1993) motilitas merupakan gambaran persentase gerakan atau 
sel spermatozoa yang hidup. Jadi nilai dari motilitas harus berbanding lurus atau 
lebih sedikit dari nilai persentase hidup. 
 
4.1.6. Gerakan Massa 
Berdasarkan hasil pengamatan melalui mikroskop gerakan massa dari 
semen segar adalah ++(2) yang menandakan gerakan bergelombang kecil, tipis, 
jarang, aktif ke depan. Menurut Herdis (1998) gerakan massa sperma kerbau 
berkisar antara 1 (+) sampai 3 (+++). Jadi gerakan massa dari semen kerbau ini 
normal. 
 
4.1.7. Gerakan Individu 
Berdasarkan hasil pengamatan melalui mikroskop gerakan individu dari 
semen segar adalah 70% (3) yang menandakan gerakan progresif dan sangat cepat 





4.1.8. Persentase Hidup 
Persentase hidup yang dimiliki oleh spermatozoa dalam semen segar adalah 
60%. Persentase hidup dihitung berdasarkan hasil pewarnaan menggunakan eosin. 
Spermatozoa yang mati akan menyerap warna merah sedangkan yang hidup tidak 
menyerap warna (afiati dkk, 2013). Menurut  Toelihere (1993) persentase sperma 
hidup kerbau berkisar antara 48% sampai 80% dengan rata-rata 66%. Gambar 
persentase hidup dapat dilihat pada gambar 4. 
 
Gambar 5. Pemeriksaan Persentase Hidup Menggunakan Pewarnaan Eosin 
(Sumber: Dokumentasi Pribadi) 
 
 
4.2 Pemeriksaan Semen Setelah Penambahan Pengencer 
 
Banyaknya pengencer andromed yang akan ditambahkan pada semen 
didapat dengan menggunakan alat fotometer. Untuk semen sebanyak 3 mL 
ditambahkan andromed sebanyak 18 mL. Sedangkan untuk semen sebanyak 1 mL 
ditambahkan andromed sebanyak 6 mL.  
Kafein yang digunakan merupakan kafein bubuk dengan kadar kafeinnya 
100%. S-I yang merupakan semen dengan tambahan pengencer andromed 
sebanyak 18 mL menjadi variabel kontrol. Sedangkan dua sampel yang lainnya 
ditambahkan kafein pada pengencer. Semen dengan penambahan kafein 1 gram 
pada andromed 6 mL diberikan label S-II dan semen dengan penambahan kafein 2 
gram pada andromed 6 mL diberikan label S-III. Setelah ditambahkan pengencer 
maka dilakukan pengamatan mikroskopis sebelum dimasukkan ke dalam straw 
dan dibekukan. Hasil pemeriksaan atau evaluasi dipaparkan dalam tabel 2. 
 
Tabel 2. Hasil Pemeriksaan Semen Setelah Penambahan Pengencer 













Dari hasil pemeriksaan diatas dapat dilihat bahwa hasil pengamatan 
mikroskopis semen segar pada pengamatan motilitas di S-I tidak mengalami 
perubahan dikarenakan penambahan pengencer andromed yang tepat. Sedangkan 
pada S-II dan S-III mengalami penurunan motilitas diakibatkan kafein bubuk yang 
tidak larut dalam pengencer andromed sehingga menghambat laju spermatozoa. 





Pengamatan gerakan individu pada S-I tidak mengalami perubahan 
dikarenakan penambahan pengencer andromed yang tepat. Sedangkan pada S-II 
dan S-III mengalami perubahan menjadi 50%(2) pada S-II dan 40%(2) pada S-III. 
Hasil Pada S-II menandakan gerakan progresif yang cepat dari individu 
spermatoza sedangkan pada S-III menandakan gerakan individu spermatozoa 
yang sedang. Penurunan gerakan individu terjadi akibat kafein bubuk yang tidak 
larut dalam pengencer andromed sehingga gerakan massa menurun. 
Hasil pengamatan persentase hidup pada S-I mengalami penurunan dari 
60% menjadi 55%. Hal ini dikarenakan pada saat pencampuran pengencer terlalu 
banyak guncangan sehingga spermatozoa ada yang mati. Pada S-II dan S-III yang 
mendapatkan tambahan kafein mengalami penurunan juga, yaitu 35% pada S-II 
dan 25% pada S-III dikarenakan kafein bubuk yang tidak larut dalam pengencer 
andromed sehingga mengurangi ruang gerak spermatozoa sampai mengalami 
kematian. Jadi tidak larutnya kafein bubuk dengan pengencer andromed tidak 
hanya berpengaruh pada motilitas dan gerakan individu, tetapi berpengaruh juga 
terhadap persentase hidup. 
 





4.3 Pemeriksaan Setelah Thawing 
 
Semen-semen yang telah dibekukan pada suhu -196
o
C selama ±24 jam 
dilakukan thawing sebelum diperiksa. Hal ini dilakukan supaya spermatozoa yang 
tertidur karena suhu dingin akan terbangun. Menurut Ahmad (1984) metode 
thawing pada suhu 0
o
C selama 2 menit didapat persentase motilitas sebesar 
30,28% dengan daya hidup sperma pada suhu 37
o
C adalah 3,89 ± 0,12 jam. 
Sedangkan menurut Herdis (1998) metode thawing selama 15 detik didapat 
persentase motilitas sebesar 40% dengan daya tahan hidup 4,67 ± 0,12 jam. Hasil 
pengamatan pada S-I, S-II, dan S-III terdapat pada tabel 4. 
 
Tabel 4. Hasil Pemeriksaan Setelah Thawing 

















Dari hasil pemeriksaan dapat dilihat bahwa hasil pengamatan mikroskopis 
semen setelah thawing pada parameter motilitas, S-I jauh menurun dari sebelum 
dibekukan yaitu 50% menjadi 30%. Hal ini disebabkan spermatozoa mengalami 
shock pada saat thawing. Motilitas pada S-II juga mengalami penurunan menjadi 
20%. Sedangkan pada S-III motilitasnya mengalami penurunan dari 25% menjadi 
10%. 
Pada pengamatan gerakan individu, untuk S-I mengalami penurunan dari 
70%(4) menjadi 60%(3). Hal ini disebabkan karena spermatozoa yang dibekukan 
masih mengalami shock pasca thawing. Sedangkan pada S-II mengalami 
peningkatan dari 50%(2) menjadi 65%(3). Hal ini disebabkan adanya asupan 
tambahan selain pengencer andromed yaitu kafein pada saat dibekukan. 
Spermatozoa menyerap asupan tersebut sehingga meningkatkan gerakan individu 
setelah dibekukan. Pada S-III mengalami peningkatan juga yaitu dari 40%(2) 
menjadi 55%(3). 
Dari hasil pengamatan didapatkan hasil pada S-I bahwa persentase hidupnya 
menurun drastis dari 55% menjadi 30%. Hal ini disebabkan spermatozoa 
mengalami shock pada saat thawing sehingga banyak spermatozoa yang mati. 
Pada S-II daya tahan hidup juga menurun dari 35% menjadi 25%, dan untuk S-III 
mengalami penurunan juga dari 25% menjadi 15%. 
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Berdasarkan hasil penelitian, peneliti menyimpulkan bahwa penambahan 
kafein pada pengencer andromed dapat mempertahankan motilitas dan gerakan 
individu spermatozoa pasca thawing. Penambahan kadar kafein antara 1 gram dan 
2 gram yang baik adalah 1 gram. Tetapi penambahan kafein pada pengencer dapat 
mengurangi persentase hidup dikarenakan kafein dalam bentuk bubuk tidak larut 
dalam pengencer andromed sehingga menghalangi gerak spermatozoa sampai 





Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan penggunaan kafein murni 
dalam bentuk cair untuk mendapatkan hasil yang lebih maksimal pada semen 
beku kerbau Toraya dan aplikasinya dalam penggunaan semen beku yang 





































Gambar Selama Penelitian 
       
 (a) (b) 
Gambar a. Semen Yang Telah Dicampurkan Pengencer (I) dan Kafein (II dan III). 
Gambar b. Proses Pembekuan Semen Dalam Straw. 
 
      
 (c) 
Gambar c. Pemeriksaan Persentase Hidup Menggunakan Pewarnaan Eosin 
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 Water Bath Filling Sealing 
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